



















































































































ml コラゲナーゼ（collagenase P, Roche. Swiss）
と10% ウシ胎仔血清を含む HBSS（Hanks’ 
balanced salt solution：137mM NaCl, 5.36mM 
KCl, 0.44mM KH2PO4, 5.55mM Glucose, 0.03mM 
Phenol Red, 0.34mM Na2HPO4, 0.27mM MgSO4, 























l の High-salt buffer（2 M NaCl, 2 mM EDTA, 50 
mM sodium phosphate）を添加した PBS にて２
回洗浄した後，１分間超音波処理した．得ら
れた試料を遠心（12,000rpm，５分）した後，
上清10μl を10μl t- ブタノール，50μl Triton 
X-100-methyl alcohol（１：１）と混合した．膵
ラ氏島中性脂肪含量測定は前述したトリグリセ
ライド E- テストワコーにて測定した .
グルコース応答性インスリン分泌反応（GSIS）
　前述した方法で採取した膵ラ氏島を KRB-











































































RNA 抽出と Reversed transcription
　RNA 抽 出 に は PicoPure RNA Isolation Kit
（Arcturus PN 12206-01, Applied Biosystems, Life 
Technologies. Corp., Carlsbad, CA）を使用した．
DNase 処理を追加し，ゲノム DNA のコンタミ
ネーションを回避した．Reversed transcriptionに 
はTaqMan Reverse Transcription Reagents（Applied 
Biosystems N808-0234）を使用し，cDNA 合成
のためのプライマーには Random Hexamers を
用いた．
Real time-PCR 法
　SYBR Green によるおよび real-time RT-PCR 
（reverse transcriptase- polymerase chain reaction）
法 を 用 い た． プ ラ イ マ ー は GenBank の
nucleotides からダウンロードした mRNA sequence







μl，SYBR Green PCR Master Mix（Applied 
Biosystems），希釈水の混液を９μl 入れて最終
10μl の反応液を作成した．ABI PRISM 7700
（Applied Biosystems） で55サ イ ク ル の Real 
time-PCR を行った．PCR 条件は50℃　２分，
95℃　10分，95℃　15秒，60℃　１分とした．





















vs. コントロール群：169±10.1 mg/dl，p ＜0.05，
図1c; LIRA 群：3.3±0.3 vs. コントロール群：6.0
±0.5 ng/ml，p＜0.01，図１d）．これらの効果


























vs. コントロール群：17.2±2.1 ng/islet，p ＜0.01，
図３a）．コントロール群の膵ラ氏島インスリン
含量は週齢とともに減少する傾向が認められ
たが（２日：27.1±1.7 vs. ２週：17.2±2.1 ng/
islet，p＝0.1，図３a），LIRA 群の膵ラ氏島イン
スリン含量は週齢とともに有意に増加した（２





a. 摂餌量の変化．b. 体重の変化．c. 空腹時血糖値の変化．d. 空腹時血漿インスリン値の変化．e. 空腹時血漿中性脂




　　 : コントロール群，　　　: リラグルチド群 
a. 膵ラ氏島インスリン含量（各群 n=5）．b. 膵ラ氏島中性脂肪含量（各群 n=5）．
c. 低濃度グルコース（3mM）および高濃度グルコース（16.7mM）によるグルコース応答性インスリン分泌反応（各
群 n=5）．* p <0.05, † p < 0.01.
図２　膵ラ氏島組織像の比較
　　 : コントロール群（12週齢），　　　: リラグルチド群（12週齢）．
a. 膵ラ氏島構築および膵β細胞量（各群 n=5）．b. PCNA（proliferative cell nuclear antigen）免疫染色（各群 n=5）． 
c. 4-HNE（4-hydroxy-2-noneal modiﬁed protein）免疫染色（各群 n=5）．d. TUNEL アッセイ（各群 n=3）．陽性コントロー




群：1.5±0.2 vs. コントロール群：0.9±0.1 ng/
ml/islet，p＜0.05，図３c）．膵ラ氏島中性脂肪
含量は，コントロール群において週齢とともに
増加したが（２日：22.4±1.1 vs. ２週：41.0±8.0 
ng/islet，p＜0.05，図３b），LIRA は加齢による
膵ラ氏島への中性脂肪蓄積を抑制した（２日：
















細胞分化促進遺伝子（Hlxb-9 : Homeobox gene 
HB9, Neuro D : Neurogenic differentiation, PDX-
1 : Pancreatic-duodenal homeobox-1）を増加さ
せ，分化抑制遺伝子（Hes-1 : Hairy enhancer 
of split-1）の発現を低下させた（図４）．細胞
増殖促進遺伝子（ERK-1 : Extracellular signal-
regulated kinase-1, cyclin D）についても同様
に，LIRA の２日および２週介入により発現量
が増加した（図４）．LIRA の２日および２週
介入は，アポトーシス抑制遺伝子（Bcl-2 : B 
cell lymphoma protein-2）の発現量を増加させ
（図５），アポトーシス誘導遺伝子（Caspase 






　　 : コントロール群，　　　: リラグルチド群














db マウスに対し LIRA を慢性投与した報告に
一致する７）.
図５　膵β細胞特異的アポトーシス関連遺伝子発現プロファイルの比較
　　 : コントロール群，　　　: リラグルチド群 






















される．さらに GLP-1誘導性 DNA 合成および
複製において，phosphoinositide 3-kinase（PI3K）
35），p42 mitogen-activated protein kinase（MAPK）















　本研究では TUNEL アッセイにおいて LIRA
によるアポトーシス抑制作用が示唆され，遺
伝子発現解析においても，Bcl-2, Caspase 8, 
Caspase 3, CAD 等のアポトーシス関連遺伝子
発現が，LIRA 投与により調節を受けていた．
細胞アポトーシスに関しては ERK-1/2が cyclic 
AMP-responsive element-binding protein を介し，
Bcl-2遺伝子および蛋白質の発現，Caspase 3活
性を調節するとの報告39），膵β細胞では，細胞
外基質が PI3K 経路ではなく ERK 経路を介し
て Caspase 8活性を抑制するとの報告40）がある．





　　 : コントロール群，　　　: リラグルチド群









研究で LIRA は抗酸化ストレス遺伝子 Catalase
および GPx の発現量を長期投与により増加さ
せたが，短期投与では影響を示さなかった．













依存性に activating transcription factor-4の産生を
促し，eukaryotic translation initiation factor 2αの
脱リン酸化を惹起し小胞体ストレスを改善す
ると報告している41）．Yusta らの in vitro におけ
る報告とは異なり，今回の in vivo 条件下での
実験において，LIRA の短期投与は XBP-1遺伝
子の発現量に影響しなかった．この相違は，in 
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The molecular mechanism of human glucagon-like peptide-1 analog 
liraglutide on pancreatic beta-cell preservation 
in obese diabetic model db/db mice
Masashi SHIMODA
Division of Diabetes, Endocrinology and Metabolism, Kawasaki Medical School, 
577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan
ABSTRACT  We investigated the molecular mechanism by which the human GLP-1 analogue 
liraglutide (LIRA) preserves the pancreatic β-cells. Ten-week-old male diabetic db/db  mice 
received LIRA or vehicle for either a period of 2 days or 2 weeks. In addition to morphological 
and biochemical analysis of the pancreatic islets, gene expression profiles in the islet core area 
were investigated by laser capture microdissection and real-time RT-PCR. LIRA treatment for 
2 weeks improved metabolic parameters and insulin sensitivity in db/db  mice. Two-week LIRA 
treatment increased glucose-stimulated insulin secretion and islet insulin content, and reduced 
islet triglyceride content. LIRA treatment for 2 weeks up-regulated the expression of genes 
involved in cellular differentiation, proliferation, anti-apoptosis and anti-oxidative stress, and 
down-regulated genes related to anti-differentiation, pro-apoptosis, endoplasmic reticulum stress 
and lipid synthesis. In the 2-day experiment, LIRA slightly improved metabolic parameters, but 
glucose-stimulated insulin secretion, islet insulin and triglyceride contents were not affected. 
LIRA increased gene expressions associated with cellular differentiation, proliferation and 
anti-apoptosis, and suppressed gene expressions involved in pro-apoptosis. However, it had 
no effect on genes related to oxidative stress or endoplasmic reticulum stress. Morphometric 
results for cellular proliferation, apoptosis and oxidative stress in the pancreatic islets were 
consistent with the results of the gene expression analysis. LIRA increases the pancreatic β
-cell mass not only by directly regulating cell kinetics, but also by suppressing oxidative/ER 
stress, secondary to amelioration of glucolipotoxicity.
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